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Parodontalna bolezen velja za razširjeno kronično vnetno bolezen ljudi in se razvije zaradi 
več dejavnikov, zaradi česar je njeno zdravljenje zelo zahtevno. Razvoj novih lokalnih 
dostavnih sistemov lahko vodi k izboljšanju trenutnega zdravljenja. Za učinkovit razvoj 
takšnih dostavnih sistemov je dobrodošlo, da jih vrednotimo z metodami, ki čim bolje 
ponazarjajo pogoje na mestu aplikacije. Tako je bil namen magistrske naloge uporaba 
mikropretočne naprave, ki posnema pogoje v obzobnem žepu, za vrednotenje dveh 
lokalnih dostavnih sistemov s protimikrobno učinkovino in primerjava dobljenih profilov 
sproščanja s profili pridobljenimi s prilagojenim preskusom sproščanja ali literaturnimi 
podatki o sproščanju in vivo. V okviru magistrske naloge smo izvedli preskus sproščanja z 
nanovlakni iz hitosana in polietilenoksida z vgrajenim ciprofloksacinom. Poleg nanovlaken 
smo proučili tudi sproščanje klorheksidina iz komercialno dostopnega dostavnega sistema 
(PerioChip) za zdravljenje parodontalne bolezni. Koncentracijo sproščenega 
ciprofloksacina smo vrednotili z metodo UPLC, za detekcijo klorheksidina pa smo razvili 
in validirali metodo HPLC. Pri vrednotenju sproščanja z mikropretočno napravo smo 
ugotovili, da se je ciprofloksacin v primeru večje vgradnje (30 %) sproščal počasneje kot v 
primeru manjše vgradnje (20 %), kar nakazuje na učinkovitejše podaljšano sproščanje 
nanovlaken s 30 % ciprofloksacina kot v primeru nanovlaken z 20 % ciprofloksacina. V 
slednjih se je nahajal večji delež protimikrobne učinkovine v amorfni obliki, ki se raztaplja 
hitreje, zato se je iz nanovlaken z 20 % ciprofloksacina učinkovina sprostila hitreje. 
Ciprofloksacin je bistveno bolje topen v mediju s pH 1 v primerjavi s topnostjo v mediju s 
pH 7,4, zato se je v mediju s pH 1 hitreje sproščal kot v mediju s pH 7,4. Opazili smo tudi, 
da pride v primeru nanovlaken do večjega in hitrejšega začetnega porasta koncentracije 
zdravilne učinkovine v primerjavi s sproščanjem učinkovine iz PerioChipa. Rezultati 
kažejo, da PerioChip in nanovlakna s 30 % ciprofloksacinom vzdržujeta podobno 
koncentracijo zdravilne učinkovine skozi daljše časovno obdobje, kar je značilno za 
farmacevtske oblike s podaljšanim sproščanjem. V primerjavi z literaturnimi in vivo 
podatki, se je in vitro iz PerioChipa sprostilo približno desetkrat manj zdravilne 
učinkovine. Ugotovili smo, da med in vitro rezultati sproščanja klorheksidina iz 
PerioChipa in literaturnimi in vivo podatki korelacija ne obstaja. Z namenom še večjega 
posnemanja fizioloških pogojev obzobnega žepa bi bilo v prihodnje mikropretočno 
napravo smiselno dodelati. 
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Periodontal disease is a chronic inflammatory human disease and develops due to several 
factors making it difficult to treat. The development of new local delivery systems can lead 
to an improvement in current treatment. For the effective development of such delivery 
systems, it is beneficial to evaluate them with methods that best illustrate the conditions at 
the application site. Thus, the purpose of the master's thesis was to use a micro flow-
through apparatus that mimics periodontal pocket to evaluate two local antimicrobial 
delivery systems and to compare the obtained release profiles with profiles obtained by a 
modified dissolution test or in vivo release data. As a part of the master's thesis, we 
performed a drug release test with nanofibers from chitosan and polyethylene oxide with 
incorporated ciprofloxacin. In addition to nanofibers, we also studied the release of 
chlorhexidine from a commercially available delivery system (PerioChip) for the treatment 
of periodontal disease. The concentration of released ciprofloxacin was evaluated by the 
UPLC method, and the HPLC method was developed and validated for the detection of 
chlorhexidine. When evaluating the release with a micro-flow through apparatus, we found 
that ciprofloxacin was released more slowly in the case of higher loading (30 %) than in 
the case of a lower percentage (20 %) of incorporated ciprofloxacin, indicating more 
effective prolonged release of nanofibers with 30 % ciprofloxacin than in the case of 
nanofibers with 20 % ciprofloxacin. The latter contained a larger proportion of the 
antimicrobial drug in an amorphous form, which dissolves faster, thus the drug release was 
faster from nanofibers with 20 % ciprofloxacin. Ciprofloxacin is significantly more soluble 
in medium with pH 1 compared to its solubility in medium with pH 7,4, so it was released 
more rapidly in pH 1 medium than in pH 7,4 medium. We also observed that in the case of 
nanofibers, there is a larger and faster initial increase in the concentration of the drug 
compared to the release of the drug from PerioChip. The results show that PerioChip and 
nanofibers with 30 % ciprofloxacin maintain a similar concentration of drug for prolonged 
time, which is characteristic of extended-release dosage forms. Compared to in vivo 
literature data, approximately ten times smaller amount of the drug was released from 
PerioChip in vitro. We did not confirm any correlation between the in vitro data of 
chlorhexidine release from PerioChip and in vivo literature data. In the future it would be 
reasonable to modify the micro flow-through apparatus in such a way to better simulate the 
physiological conditions in the periodontal pocket. 
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 PARODONTALNA BOLEZEN 
Parodontalna bolezen predstavlja vnetje obzobnih tkiv in je najbolj razširjena kronična 
vnetna bolezen ljudi. Število bolnikov z napredovano obliko parodontalne bolezni se 
povečuje tako v Sloveniji kot po svetu. Glede na ocene Svetovne zdravstvene organizacije 
ima kar 98 % odraslih enega od znakov parodontalne bolezni, od 10 do 15 % pa že kronični 
napredovali parodontitis tj. globoke obzobne žepe in delno razgrajeno kost zobiščnega 
odrastka. Kot je pokazala 20-letna študija, ki so jo izvedli na Stomatološki kliniki UKC 
Ljubljana, se je število bolnikov z napredovalim parodontitisom le v dveh desetletjih več 
kot podvojilo. Raziskava v Sloveniji je pokazala, da 98 % prebivalcev Ljubljane potrebuje 
luščenje in glajenje korenin, medtem ko jih 47 % hkrati potrebuje tudi parodontalno 
kirurško zdravljenje (1-7).  
 DELITEV 
Parodontalna bolezen se razvija postopoma (slika 1), kjer prvo stopnjo predstavlja 
najmilejša oblika imenovana gingivitis, za katero je značilno vnetje gingive oz. dlesni. 
Posledično je za gingivitis značilna rdeča in otekla dlesen nagnjena h krvavitvam. 
Gingivitis je lahko reverzibilen in ga je enostavno zdraviti, v številnih primerih pa se iz 
njega razvije parodontitis. Slednji obsega tudi vnetje in propad pozobnice, cementa in kosti 
zobiščnega odrastka. Z napredovanjem bolezni pride do propada podpornih tkiv zoba in 
ostalih obzobnih tkiv, kar vodi v nastanek obzobnih žepov. Pojavi se majavost in v končni 
fazi izpadanje zob (4-6, 8, 9).  
 
Slika 1: Shematski prikaz stopenj razvoja parodontalne bolezni: (a) zdrava dlesen, (b) 
gingivitis, (c) parodontitis in (d) napredovali parodontitis. Prirejeno po (3). 
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Bolezni obzobnih tkiv se glede na različne vzročne dejavnike, klinično sliko in izide 
zdravljenja delijo na naslednje oblike parodontalne bolezni: bolezni dlesni, kronični 
parodontitis, agresivni parodontitis, parodontitis v sklopu sistemske bolezni, 
nekrotizirajoče parodontalne bolezni, parodontalni absces, parodontitis v povezavi z 
endodontsko lezijo, razvojne ter pridobljene nepravilnosti obzobnih tkiv (10, 11).  
 DEJAVNIKI TVEGANJA ZA RAZVOJ PARODONTALNE 
BOLEZNI 
Nevarnost za razvoj parodontalne bolezni in njeno napredovanje predstavljajo številni 
dejavniki tveganja, ki jih delimo na nespremenljive in spremenljive. Med slednje uvrščamo 
učinkovitost ustne higiene, telesno težo, kajenje, socialno-ekonomski status in izobrazbo, 
pa tudi zakonski stan, specifično bakterijsko mikrobioto, stres ter lokalne dejavnike v ustni 
votlini. Med dejavnike tveganja, na katere nimamo vpliva in so torej nespremenljivi pa 
spadajo starost, spol, rasa in genetski dejavniki. Dejavniki tveganja so tudi sladkorna 
bolezen, nezadostna in nepravilna prehrana, hormonske spremembe, osteoporoza in 
jemanje določenih zdravil. Med slednjimi je potrebno posebej poudariti zdravilne 
učinkovine, ki povzročajo hiperplazijo dlesni, kot so ciklosporin A in zaviralci kalcijevih 
kanalčkov (npr. nifedipin). Na zdravje dlesni pa v širšem smislu vplivajo tudi protirakave 
učinkovine, ki zmanjšujejo obrambno sposobnost organizma, in metotreksat, ki posredno 
povzroča atrofijo in ulceracije dlesni (4, 6, 9, 12-14). 
 PARODONTALNA BOLEZEN KOT DEJAVNIK TVEGANJA ZA 
RAZVOJ DRUGIH SISTEMSKIH BOLEZNI 
Na podlagi analitične epidemiologije in molekulske biologije so raziskovalci ugotovili, da 
lahko vnetje v obzobnih tkivih vpliva tudi na razvoj nekaterih sistemskih bolezni. Mehka 
stena obzobnega žepa pri parodontalni bolezni predstavlja kronično vneto razjedo, preko 
katere lahko mikroorganizmi in mediatorji vnetja vdrejo v krvni obtok in dosežejo notranje 
organe. Vnetni mediatorji, ki se sproščajo v krvni obtok, lahko povzročajo spremembe na 
različnih organskih sistemih. Posledično je parodontitis neposredno povezan s tveganjem 
za nastanek ali poslabšanje nekaterih sistemskih bolezni, kot so kardiovaskularne bolezni, 
bolezni ledvic in diabetes. Dokazana je tudi povezava med parodontalno boleznijo in 
pljučnimi obolenji. Prav tako so dokazali, da ženske s parodontalno boleznijo pogosteje 
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rodijo prezgodaj, poleg tega pa imajo njihovi novorojenčki pogostejše možganske okvare 
ter manjšo porodno težo. Novejša raziskava dokazuje tudi povezavo med vnetjem obzobnih 
tkiv in Alzheimerjevo boleznijo (1, 2, 4, 15-25). 
 VZROKI ZA NASTANEK PARODONTALNE BOLEZNI 
Zob je mineralizirana struktura, ki je delno umeščena v vezivno tkivo, preostali del pa je 
izpostavljen zunanjim vplivom tj. vplivom v ustni votlini. Sluznica v ustni votlini s svojim 
luščenjem in obnavljanjem preprečuje čezmerno nalaganje bakterij na svoji površini. 
Površina zob pa se ne lušči in ne obnavlja, zaradi česar je omogočeno kopičenje bakterij in 
njihovo zadrževanje v bližini mehkih obzobnih tkiv (9, 26). 
V subgingivalnem plaku so dokazali prisotnost več kot 500 vrst bakterij, v ustni votlini pa 
najdemo okrog 700 vrst mikroorganizmov. V predelu pod dlesnijo, ki predstavlja vlažno, s 
hranili bogato anaerobno okolje, tvorijo bakterije kompleksno ekološko nišo. Organizirane 
so v biofilm, ki predstavlja skupek mikroorganizmov, ki so pritrjeni na površino in obdanih 
z zunajceličnim matriksom, ki omogoča selektivno naselitev bakterij, izmenjevanje hranil 
in genetskega materiala, shranjevanje energije in zaščito pred difuzijo snovi iz zunanjosti v 
oz. skozi biofilm (npr. antibiotikov). Prisotnost različnih bakterij in njihova količina v 
subgingivalnem plaku sta med drugim odvisni od globine obzobnih žepov, stopnje vnetja 
obzobnih tkiv, učinkovitosti ustne higiene, količine gingivalne tekočine in protimikrobne 
učinkovitosti imunskega sistema gostitelja (2, 10, 27-31).  
V subgingivalnem biofilmu posameznika z zdravimi dlesnimi najdemo predvsem 
grampozitivne bakterije iz rodov Streptococcus in Actinomyces. Večina 
parodontopatogenih bakterij pa spada med gramnegativne anaerobe, ki medsebojno 
delujejo sinergistično. V zrelem biofilmu najdemo parodontopatogene bakterije, kot so: 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema 
denticola, Prevotella intermedia, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, 
Selenemonas sputigena in Eubacterium nodatum. Raziskave kažejo, da lahko k bolezni 
dodatno prispevajo nekateri virusi iz skupine virusov herpesa, vključno s 
citomegalovirusom, virusom Epstein-Barr in herpes simpleks (4, 10, 32-35). 
V zdravem telesu prevladujejo koristne bakterije, medtem ko je patogenih 
mikroorganizmov relativno malo. Telo brani obzobna tkiva pred patogenimi 
mikroorganizmi z ustreznim imunskim odzivom. Pri parodontalni bolezni količina 
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parodontopatogenih bakterij v subgingivalnem biofilmu naraste, imunski odziv pa je 
pogosto prekomeren ali premajhen in pri obrambi pred parodontopatogenimi 
mikroorganizmi neučinkovit, zaradi česar pride do kroničnega vnetja (2, 10, 27-31). 
Aktivirani vnetni citokini, matriksne metaloproteaze, bakterijski encimi in osteoklasti 
razgrajujejo pozobnico in kost zobiščnega odrastka. Dlesen se odmakne od stene zob, kar 
je vidno kot obzobni žep (2, 36). Med aktivnim in kroničnim vnetjem obzobnih tkiv pride 
do dodatnega kopičenja levkocitov, monocitov in limfocitov. Poleg bakterij vse te celice 
sproščajo proteolitične encime, v glavnem med procesom fagocitoze in apoptoze. 
Sproščanje lizosomskih cisteinskih proteinaz med vnetjem vodi do razgradnje proteinov 
zunajceličnega ogrodja in do kemotaktičnega privabljanja levkocitov. Nenadzorovano 
privabljanje in aktivacija levkocitov pa lahko vodita do dodatne razgradnje, kar je 
značilnost kroničnega poteka bolezni (15, 37).  
 ZDRAVLJENJE PARODONTALNE BOLEZNI 
Bakterije v ustni votlini tvorijo biofilm z namenom zaščite, poleg tega pa jim slednji 
omogoča, da razvijejo posebne lastnosti, ki jih kot prostoživeči mikroorganizmi niso 
sposobne. Mikroprostori, npr. zobne razpoke in demineralizirana območja zob, 
predstavljajo »skrivališča« za bakterije, zato se gostitelj proti njim težje bori. Poleg tega je 
parodontalna bolezen posledica več dejavnikov, kot so bakterijske okužbe, gostiteljev 
imunski odziv, genski dejavniki in dejavniki okolja. Zaradi naštetih razlogov predstavlja 
zdravljenje parodontalne bolezni velik izziv (9, 26).  
 MEHANSKO ZDRAVLJENJE 
Do nastanka parodontitisa med drugim vodi porušenje ravnovesja bakterij v ustnem 
biofilmu, zato je vnovična vzpostavitev tega ravnovesja pomemben del zdravljenja (3). 
Vnetje dlesni zdravimo z odstranitvijo trdih zobnih oblog in z vzdrževanjem ustrezne ustne 
higiene (6, 38). Kadar poleg dlesni propadajo tudi ostala obzobna tkiva, kar je značilno za 
parodontitis, je potrebno še luščenje in glajenje zobnih korenin (slika 2).  
Zdravljenje parodontitisa razdelimo v tri glavne skupine:  
 Protimikrobno zdravljenje in nekirurško mehansko zdravljenje, 
 Resektivno kirurško zdravljenje in 
 Regenerativno kirurško zdravljenje. 
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Protimikrobno zdravljenje in nekirurško mehansko zdravljenje zajemata odstranjevanje 
zobnega kamna ter luščenje in glajenje zobnih korenin. Med najpogosteje izvajane 
resektivne kirurške parodontalne terapije sodijo gingivektomije in reženjske operacije oz. 
zmanjševanje globine obzobnih žepov. Regenerativna terapija predstavlja obnovitev 
propadlega parodontalnega tkiva (38). 
 
Slika 2: Shematski prikaz luščenja in glajenja zobnih korenin (prirejeno po 39). 
Z luščenjem in glajenjem zobnih korenin zmanjšamo število parodontopatogenih bakterij 
pod mejo, nad katero so sposobne povzročiti klinično vnetje dlesni, hkrati pa površino 
korenine zgladimo. Vnetje obzobnih tkiv in globina obzobnih žepov se zato zmanjšata. 
Omenjeni standardni protokol zdravljenja parodontitisa je pri večini bolnikov uspešen, v 
primeru globokih obzobnih žepov pa je običajno pomanjkljiv. Zaradi nedostopnih mest z 
luščenjem in glajenjem zobnih korenin ne moremo odstraniti vseh parodontopatogenih 
bakterij v ustni votlini. Slab izid mehanskega zdravljenja je lahko tudi posledica ponovne 
naselitve parodontopatogenih bakterij v obzobne žepe iz druga mesta v ustni votlini 
(hrbtišča jezika, nebnice in ustna sluznice). Pri trdovratnih oblikah kroničnega 
parodontitisa poleg luščenja in glajenja zobnih korenin uporabljajo še druge načine 
zdravljenja, kot so npr. uporaba antiseptikov in antibiotikov, protibakterijsko 
fotodinamično zdravljenje ter uporaba probiotikov (2, 4, 6, 10, 28, 40-46).  
 FARMAKOTERAPIJA 
Farmakoterapija parodontalne bolezni lahko učinkuje na sestavo in količino zobnih oblog, 
odvisno od napredovalosti bolezni. Na podlagi mehanizma delovanja ločimo antiadhezivne 
učinkovine, ki vplivajo na začetno pritrditev bakterij, odgovornih za ustvarjanje zobnih 
oblog (delmopinol), protimikrobne učinkovine, ki imajo bakteriostatični ali baktericidni 
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učinek, in učinkovine, ki zmanjšujejo količino nastalih oblog (razni encimi). Za učinkovito 
zdravljenje parodontalne bolezni mora zdravilna učinkovina zadostiti petim pogojem, in 
sicer: zavirati ali zatreti mora tarčnega patogena, doseči mesto delovanja, doseči ustrezno 
oz. dovolj visoko koncentracijo na mestu delovanja, delovati mora dovolj dolgo in ne sme 
povzročati sistemskih in lokalnih neželenih učinkov (6). 
 ANTISEPTIKI 
Antiseptiki obsegajo široko skupino kemijskih spojin, od alkoholov (etanol, izopropanol), 
amidinov in gvanidov (klorheksidin), živosrebrovih spojin (nitromersol), fenolov 
(triklosan), kvarternih amonijevih spojin (citilpiridinijev klorid) in kovin (cinkov citrat) (6). 
Najpogosteje uporabljan antiseptik pri zdravljenju vnetja obzobnih tkiv je klorheksidin (4, 
6, 47), katerega kemijsko strukturo prikazuje slika 3.  
 
Slika 3: Kemijska struktura klorheksidina. Prirejeno po (6). 
 ANTIBIOTIKI  
Pri farmakoterapiji parodontalne bolezni uporabljamo ozkospektralne antibiotike. Ker pa je 
subgingivalna mikrobiota običajno mešana, tj. anaerobna in aerobna, je potrebno 
kombinirano antibiotično zdravljenje. Antibiotike lahko dajemo lokalno ali sistemsko. Oba 
načina imata prednosti in slabosti. Prodiranje antibiotika v biofilm je omejeno, odpornost 
bakterij na antibiotike pa je v biofilmu večja kot v planktonski kulturi. Neenakomerno 
razporejen električni naboj biofilma ovira prodiranje antibiotikov skozenj. Zaradi tega v 
globljih predelih biofilma ne dosežejo zadostne koncentracije. Bakterije so tudi zelo 
prilagodljive. V in vivo poskusih so raziskovalci dokazali, da lahko bakterije v biofilmu 
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preživijo koncentracije antibiotika 2 mg/mL kar je 500- do 1000-krat več od koncentracije, 
ki jo dosežemo s sistemskim vnosom antibiotika (10, 29, 48, 49).  
V primeru razširjene oz. generalizirane oblike parodontitisa je sistemska aplikacija 
antibiotikov ustreznejši način zdravljenja. Tako lahko antibiotiki dosežejo mikroorganizme 
tudi na težko dostopnih mestih. Antibiotiki delujejo na parodontopatogene bakterije in tako 
zmanjšajo njihovo število na hrbtišču jezika, nebnicah in sluznici ustne votline. Zaradi tega 
obstaja manjše tveganje za pojav ponovne okužbe. Ena od slabosti sistemskega dajanja 
antibiotikov je njihova porazdelitev po celem telesu, zaradi česar le delež celotnega 
odmerka doseže mikroorganizme v subgingivalnem predelu obzobnega žepa. Za 
zdravljenje parodontalne bolezni se za sistemsko protimikrobno zdravljenje najpogosteje 
uporabljajo naslednje zdravilne učinkovine: tetraciklini, penicilini, klindamicin, 
metronidazol ter kombinacija metronidazola, amoksicilina in klavulanske kisline. V 
primeru preobčutljivosti na amoksicilin slednjega zamenjamo s ciprofloksacinom ali 
cefuroksimaksetilom (6, 10, 29, 50, 51). 
Protimikrobne zdravilne učinkovine iz seruma slabo prodirajo v obzobna tkiva, kar 
zmanjšuje učinkovitost sistemskega zdravljenja. Zatorej moramo, da bi v obzobnem tkivu 
dosegli koncentracijo učinkovine znotraj terapevtskega okna, uporabiti velik odmerek, kar 
lahko povzroči neželene učinke, npr. diarejo ali pojav alergij. V primeru, da je 
koncentracija protimikrobne zdravilne učinkovine na mestu delovanja manjša od 
minimalne inhibitorne koncentracije, pa lahko pride do razvoja odpornih vrst 
mikroorganizmov. Posledično je želeno lokalno dajanje protimikrobnih učinkovin.  
Lokalno dajanje antibiotikov zagotavlja vnos neposredno na mesto parodontalne okužbe, 
kar omogoča dostavo antibiotika v visoki koncentraciji. Pri tem so možnosti za razvoj na 
antibiotike odpornih sevov majhne, poleg tega pa se izognemo neželenim sistemskim 
stranskim učinkom. Lokalno antibiotično zdravljenje parodontalne okužbe je priporočljivo 
pri omejeni oz. lokalizirani obliki parodontitisa. Negativna lastnost lokalnega dajanja 
antibiotikov je omejen čas stika. antibiotika, ki ga vnesemo v obzobni žep, z zobnim 
biofilmom, in sicer zaradi pretoka gingivalne tekočine. Vsebina obzobnega žepa se namreč 
zamenja približno 40-krat v eni uri. Pomanjkljivost lokalnega antibiotičnega zdravljenja pa 
je tudi, da z njim ni mogoče odstraniti patogenih bakterij, prisotnih na ustni sluznici (10, 
29, 52). Za lokalno dostavo so najpomembnejši tetraciklin, doksiciklin in minociklin. 
Apliciramo jih lahko v obliki zobnih past, ustnih vod, razpršil, premazov ali žvečilnih 
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gumijev, med novejše farmacevtske oblike oz. dostavne sisteme pa spadajo vlakna, trakovi 
in vložki (2, 6). Trenutno registrirana zdravila za lokalno zdravljenje imajo nekatere 
negativne lastnosti, npr. časovno zamudna mehanska pritrditev, slabo prodiranje zdravilne 
učinkovine v obzobne žepe, prekratek čas zadrževanja na mestu delovanja ter 
nebiorazgradljivost dostavnega sistema in potreba po odstranitvi po koncu zdravljenja. Za 
lokalno zdravljenje parodontalne bolezni poznamo vlakna s tetraciklinom, vložek s 
klorheksidinom, gel z doksiciklinom, gel z metronidazolom ter mazilo in mikrosfere z 
minociklinom (2, 6, 28, 40, 53). 
 LOKALNI DOSTAVNI SISTEMI ANTISEPTIKOV IN ANTIBIOTIKOV 
a) Vložki s klorheksidinom 
Ena od oblik oralne aplikacije klorheksidina so vložki s klorheksidinom, ki smo jih 
uporabili v eksperimentalnem delu magistrske naloge. PerioChip1 je majhen (4 mm x 5 
mm x 0,35 μm) oranžno rjav pravokoten vložek (zaobljen na enem koncu) (slika 4a), 
namenjen vstavljanju v obzobni žep (slika 4b). Gre za biorazgradljivo ogrodje iz 
hidrolizirane želatine (premrežene z glutaraldehidom), ki je impregnirano s 
klorheksidinijevim glukonatom. Pomožni sestavini sta glicerol in prečiščena voda. Vsak 
PerioChip tehta približno 7,4 mg in vsebuje 2,5 mg klorheksidinijevega glukonata. Vložek 
zdravilno učinkovino dostavlja v obzobni žep v koncentraciji 125 µg/mL vsaj sedem dni 
(6, 47, 48).  
 
Slika 4: (a) PerioChip in (b) njegova namestitev v obzobni žep (prirejeno po (54)). 
                                                 
1 PerioChip, Perio Products Ltd.. Jerusalem, Israel 
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PerioChip je namenjen zdravljenju obzobnih žepov, ki v globino merijo najmanj pet 
milimetrov. Pred vstavitvijo vložka moramo obzobni žep dobro očistiti in osušiti. Nato 
vložek s pomočjo pincete vstavimo v obzobni žep do največje globine in ga poravnamo 
(slika 4b). Za namestitev ne potrebujemo posebnih lepil, saj se stene žepa oprime ob stiku 
z gingivalno tekočino. Njegova prednost je tudi, da se v 7-10 dneh po namestitvi 
popolnoma razgradi, zato ga po koncu zdravljenja ni potrebno odstraniti. V kliničnih 
študijah so dokazali, da je kombinacija uporabe PerioChipa in predhodnega mehanskega 
čiščenja obzobnega žepa učinkovitejša kot samo mehansko čiščenje. Pri osebah, ki so jih 
zdravili z omenjeno kombinacijo, so po devetih mesecih zdravljenja ugotovili zmanjšano 
globino obzobnih žepov za najmanj 2 mm in boljši oprijem dlesni, pri približno dvakrat 
več osebah (36 %) kot pri testni skupini (17 %), pri kateri so izvedli samo mehansko 
čiščenje (55, 57). 
b) Vlakna s tetraciklinom 
Vlakna s tetraciklinom (Actisite) gradi polimer polietilenvinilacetat. Le-ta vsebujejo 25 % 
(m/m) tetraciklina. Posamezno vlakno v dolžino meri 3 cm, v premeru pa 0,5 mm. Vsebuje 
12,7 mg tetraciklina, ki se enakomerno sprošča 14 dni. Zaradi fleksibilnosti vlakna je 
rokovanje z njim enostavno. Zlahka ga namreč vstavimo v obzobni žep, ki ga vlakno 
skoraj povsem zapolni. Najprimernejša mesta za uporabo vlaken s tetraciklinom so 
obzobni žepi, ki v globino merijo najmanj 5 mm, ki ob sondiranju krvavijo in se niso 
odzvali na predhodno mehansko zdravljenje (2, 6, 57). 
c) Gel z doksiciklinom 
Gel z doksiciklinom (Atridox) je tekoč biorazgradljiv dostavni sistem z 10 % (m/m) 
doksiciklinijevega hiklata, ki v obzobnem žepu gelira in omogoča nadzorovano sproščanje 
vgrajenega doksiciklina. Doksiciklin tik pred aplikacijo zmešamo z raztopino polimera ter 
injiciramo v obzobni žep, ki ga nato zapremo s cianoakrilatom (2, 6, 58-60). 
d) Gel z metronidazolom 
Gel z metronidazolom (Elyzol 25 %) vsebuje 25 % (m/m) metronidazola. V obzobne žepe 
se nanese z injekcijsko brizgo in topo kanilo. Dostavni sistem je biorazgradljiv zaradi 
česar, ga je potrebno aplicirati večkrat. Učinkovitost zdravljenja samo z uporabo gela z 
metronidazolom se je v številnih študijah izkazala za primerljivo luščenju in glajenju 
zobnih korenin (2, 6, 61, 62). 
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e) Mazilo in mikrosfere z minociklinom 
Mazilo z minociklinom (Dentomycin) vsebuje 2 % (m/m) minociklinijevega klorida. V 
obzobni žep se nanese z injekcijsko brizgo in topo kanilo. Potrebna je večkratna aplikacija 
zaradi biorazgradljivosti dostavnega sistema. Za zdravljenje parodontalne bolezni je na 
trgu tudi lokalni dostavni sistem v obliki mikrosfer z vgrajenim minociklinom (Arestin, 
OraPharma.Inc.,Horsham, ZDA). Omenjena zdravilna učinkovina učinkovito zmanjšuje 
globino obzobnih žepov, krvavitev ob sondiranju in izboljšuje višino kliničnega prirastišča 
dlesni (2, 6, 61, 63). 
 FOTODINAMIČNO ZDRAVLJENJE IN ZDRAVLJENJE S PROBIOTIKI 
Fotodinamično zdravljenje je alternativa podpornemu zdravljenju z antibiotiki. Pri 
omenjenem postopku ciljano dostavimo fotosenzibilizator, ki se veže na bakterijsko celično 
steno. Z lasersko svetlobo povzročimo aktivacijo fotosenzibilizatorja, zaradi česar bakterije 
propadejo. Dokazali so, da fotodinamično zdravljenje uspešno zmanjša delež 
parodontopatogenih bakterij v subgingivalnem biofilmu. Tako kot presežek 
parodontopatogenih bakterij je lahko tudi pomanjkanje koristnih bakterij dejavnik tveganja 
za razvoj parodontalne bolezni. Zato raziskovalci proučujejo možnost lokalne dostave 
probiotikov v obzobne žepe. Probiotiki so mikroorganizmi, ki z zaviranjem rasti ali 
nadomeščanjem parodontopatogenih bakterij ugodno vplivajo na zdravje gostitelja. Iz 
biofilma oseb brez parodontalne bolezni in kariesa so izolirali Bacillus methylotrophicus, ki 
bi ga lahko, zaradi njegovih pozitivnih lastnosti, uporabili kot probiotik za zdravljenje 
parodontalne bolezni (2, 28, 64-67).  
 SODOBNI PRISTOPI ZDRAVLJENJA - NANOZDRAVILA  
Da bi dosegli optimalno obnovitev obzobnih tkiv in trajno izboljšanje oz. popolno 
ozdravitev parodontalne bolezni, raziskovalci razvijajo nove pristope zdravljenja. Enega 
izmed njih predstavljajo nanozdravila. Gre za kompleksne sisteme z velikostjo od nekaj do 
več sto nanometrov, ki omogočajo ciljano dostavo in nadzorovano sproščanje zdravilnih 
učinkovin. V nanozdravila lahko vgradimo nizkomolekulske zdravilne učinkovine pa vse 
do biomakromolekul. Prednost nanozdravil je tudi, da omogočajo ciljano dostavo v celice 
in celične organele. Bistvena značilnost nanodostavnih sistemov je njihova nanometrska 
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velikost, zaradi katere posedujejo posebne fizikalno-kemijske lastnosti (npr. mehanske 
lastnosti, večja (bio)adhezivnost) v primerjavi z istimi materiali večjih razsežnosti (2).  
Med najsodobnejše nanodostavne sisteme za zdravljenje parodontalne bolezni spadajo 
liposomi, polimerni nanodelci in nanovlakna. Nanodelce in liposome lahko med drugim 
vgradimo v bioadhezivne filme in vsadke, ter v termoreverzibilne hidrogele. Pozitivna 
lastnost slednjih je tekoče agregatno stanje pri sobni temperaturi, zaradi česar omogočajo 
enostaven nanos v obzobni žep, po aplikaciji pa pri telesni temperaturi tvorijo viskozen gel, 
ki se v obzobnem žepu zadržuje dlje časa in zdravilno učinkovino nadzorovano sprošča (2, 
65, 68). 
Pri nanovlaknih, zgrajenih iz polimera, gre za trdna vlakna s premerom nanometrske 
velikosti. Dolžina omenjenih vlaken je teoretično neomejena, zanje pa je značilno, da imajo 
veliko površino na enoto mase. Njihova prednost pred oblikami istega materiala večjih 
dimenzij je tudi dobra fleksibilnost in mehanska trdnost. Bioadhezivnost nanovlaknom 
omogoča, da se na mestu delovanja zadržijo dlje časa. Predstavljajo torej obetaven dostavni 
sistem za regeneracijo obzobnih tkiv, saj so biokompatibilna, z lastnostmi, ki so čim bolj 
podobne lastnostim osnovnih gradnikov naravnega zunajceličnega ogrodja, kar celicam 
zagotavlja lažje in hitrejše premikanje ter razmnoževanje. Na ta način nanovlakna podpira 
jo regeneracijo poškodovanih obzobnih tkiv (2, 65, 69-71). 
 VREDNOTENJE NOVO RAZVITIH LOKALNIH DOSTAVNIH SISTEMOV  
Cilj razvoja novih dostavnih sistemov in terapevtskih pristopov, ne samo pri zdravljenju 
parodontalne, pač pa tudi drugih bolezni, je trajno izboljšanje in vzpostavitev pogojev za 
popolno ozdravitev (2). Novo razvite dostavne sisteme je potrebno ustrezno ovrednotiti. 
Biorelevantni modeli testiranja sproščanja so zelo pomembni pri razvoju novih 
farmacevtskih oblik, saj lahko z njihovo pomočjo predvidimo obnašanje oblik po aplikaciji. 
Izredno pomembno je, da se modeli za testiranje farmacevtskih oblik z izvedbo in pogoji 
testiranja čim bolj približajo specifičnim pogojem biološkega mikrookolja. Bolj kot so 
pogoji metode za vrednotenje novo razvitih dostavnih sistemov podobni in vivo pogojem, 
večja je verjetnost, da bomo na podlagi rezultatov in vitro testov izbrali najprimernejšo 
formulacijo za in vivo testiranje. Pogoji, ki jih uporabljamo pri standardnih in vitro 
metodah za vrednotenje sproščanja so precej drugačni od pogojev v obzobnem žepu, poleg 
tega pa razpoložljive metode nimajo dovolj velike in vitro-in vivo napovedne moči. 
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Posledično smo v sklopu raziskovalnega dela teste sproščanja izvedli na mikropretočni 
napravi, ki omogoča simulacijo bioloških pogojev mikrookolja obzobnega žepa. Majhna 
prostornina testne celice ter majhen pretok medija za sproščanje omogočata, da je v stiku z 
vzorcem zgolj majhen volumen medija za sproščanje, kar je zelo pomembno pri 
posnemanju pogojev v obzobnem žepu. Obzobni žep je namreč ozka vrzel, ki nastane, ko 
se začne dlesen od zoba počasi ločevati. Glavni vir tekočine v obzobnem žepu je 
gingivalna tekočina, ki se skozi žep pretaka v ustno votlino, medtem ko slina iz ustne 
votline običajno ne prehaja v obzobni žep. Tok gingivalne tekočine je majhen, po navadi 
znaša le nekaj mikrolitrov na uro. Poleg enosmernega pretoka tekočine je značilnost 
obzobnega žepa tudi v njegovem majhnem stalnem volumnu, ki se giblje od 0,4 µL do 1,5 
µL, odvisno od njegove velikosti. Pretok medija za sproščanje skozi ali okoli dostavnega 
sistema je podoben toku gingivalne tekočine iz vnetega epitelija skozi ali okoli dostavnega 
sistema, ki ga vstavimo v obzobni žep in vivo. Pretok gingivalne tekočine znaša približno 
20 µL/h, kar pomeni, da se pri prostornini obzobnega žepa (~0,5 µL) vsebina obzobnega 
žepa zamenja približno 40-krat v eni uri. To omejuje čas stika antiseptika oz. antibiotika, ki 
ga vnesemo v obzobni žep, z zobnim biofilmom. Čeprav temperatura v ustni votlini znaša 
35−36 °C in se bistveno ne spreminja, je lahko v obzobnih žepih povišana, in sicer lahko 
meri do 39 °C. Razvoj bolezni povzroči tudi spremembo pH v ustni votlini. Pri zdravem 
posamezniku znaša pH ustne votline okrog 6,90, v primeru parodontalne bolezni pa se pH 




2 NAMEN DELA 
Razvoj novih lokalnih dostavnih sistemov lahko vodi k izboljšanju trenutnega zdravljenja 
parodontalne bolezni. Lokalno zdravljenje temelji na vnosu dostavnega sistema 
neposredno v obzobne žepe, kjer so specifični pogoji. Zaželeno je, da se učinkovina 
lokalno nadzorovano sprošča vsaj en teden. V okviru te magistrske naloge bomo z 
različnimi metodami poskušali proučiti sproščanje protimikrobnih učinkovin iz dveh 
izbranih dostavnih sistemov za lokalno zdravljenje parodontalne bolezni. Sproščanje bomo 
izvedli z uporabo mikropretočne naprave, ki z majhnim volumnom testne celice in 
majhnim pretokom medija za sproščanje posnema specifične pogoje v obzobnem žepu. 
Rezultate bomo primerjali z rezultati sproščanja, ki jih bomo dobili pri sproščanju z 
uporabo konvencionalnega testa tj. s sproščanjem v stekleni viali.  
Preskus sproščanja bomo najprej izvedli z nanovlakni iz hitosana in polietilenoksida z 
različnim deležem vgrajenega ciprofloksacina. V sklopu raziskovalnega dela bomo z 
uporabo mikropretočne naprave proučili vpliv deleža ciprofloksacina v nanovlaknih in 
vpliv pH medija na sproščanje ciprofloksacina. Poskusili bomo ugotoviti tudi mehanizem 
sproščanja ciprofloksacina iz nanovlaken.  
Poleg nanovlaken bomo proučili tudi sproščanje učinkovine iz komercialno dostopnega 
dostavnega sistema (PerioChip). Izvedli bomo primerjalno sproščanje klorheksidina iz 
PerioChipa v stekleni viali in na mikropretočni napravi, rezultate pa ovrednotili z 
validirano HPLC metodo. Za konec bomo poskusili ugotoviti, ali sta profila sproščanja 
protimikrobnih učinkovin iz komercialno dostopnega dostavnega sistema in razvitih 
nanovlaken podobna ter, ali dobljeni rezultati sproščanja iz PerioChipa korelirajo z 
literaturnimi podatki o sproščanju učinkovine iz PerioChipa in vivo.  
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kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) Merck, ZDA 
natrijev hidroksid (NaOH) Merck, ZDA 
klorovodikova kislina (HCl) Merck, Nemčija 
fosforjeva (V) kislina Merck, Nemčija 
ocetna kislina Merck, ZDA 
acetonitril Avantor - J.T.Baker, Poljska 
trietilamin Sigma Aldrich, Kitajska 
klorheksidin Alfa Aesar, ThermoFisher, Nemčija 
ciprofloksacin Sigma Aldrich, Kitajska 
prečiščena voda Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, Slovenija 
PerioChip  PerioChip, Perio Products Ltd. Jerusalem, Israel 
 
 Priprava pufrov, mobilnih faz in medijev za sproščanje 
50 mM fosfatni pufer s pH 7,4  
Natehtali smo 6,8 g KH2PO4 in 1,2 g NaOH ter natehti kvantitativno prenesli v 1000 mL 
merilno bučko. Slednjo smo skoraj do oznake dopolnili s prečiščeno vodo in s pH metrom 
preverili pH. pH smo uravnavali z 1 M raztopino NaOH ali 1M raztopino HCl, dokler 
nismo dosegli pH 7,40 ± 0,05. Nato smo bučko dopolnili s prečiščeno vodo do oznake, jo 
zamašili in dobro pretresli. 
0,1 % (V/V) fosforjeva (V) kislina  
V 500 mL steklenico smo z merilnim valjem odmerili 499,5 mL prečiščene vode in s 





Mobilna faza s trietilaminom 
V steklenico smo odmerili 496 mL prečiščene vode in s pipeto dodali 3,5 mL trietilamina 
ter 0,5 mL fosforjeve (V) kisline. Steklenico smo zaprli in dobro pretresli. 
0,1 M HCl 
V 1000 mL stekleno bučko s približno 200 mL prečiščene vode smo s pipeto dodali 8,3 
mL 37 % (V/V) HCl in jo do oznake dopolnili s prečiščeno vodo. Bučko smo zamašili in 
dobro pretresli. 
 Laboratorijska oprema 
LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 
Analitska tehtnica Exacta 610 EB Tehtnica, Železniki, Slovenija  
Analitska tehtnica AG245 Mettler Toledo, Švica 
Aseptična komora z laminarnim pretokom 
zraka LFVP12 in MC 12-2 
Iskra PIO, Slovenija 
Filtri za brizge, 0,45 µm, Ø 25 mm, nesterilni Lab Logistics Group GmbH, Nemčija 
HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity II s 
kolono Symmetry C18; 5µm 4,6 x 250 mm 
Agilent, ZDA;  
Waters, Irska 
Injekcijske brizge CHIRANA T. Injecta, Slovaška 
Injekcijska črpalka RAZEL BSP-99M Linari Engineering, Italija 
Injekcijske igle TIK d.o.o., Slovenija 
Inkubatorski stresalnik Orbital Shaker-
Incubator ES-20 
Grant Instruments (Cambridge) Ltd, 
Velika Britanija 
pH meter Mettler Toledo, Švica 
Pipete (10-100, 20-200 in 100-1000 μL) Eppendorf in Brand, Nemčija; 
Sartorius, Helsinki, Finska 
Pipetni nastavki Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija; 
Sartorius, Helsinki, Finska 
Spektrofotometer Nanodrop ND-1000 NanoDrop Technologies, Delaware, 
ZDA 
Acquity UPLC s kolono Acquity UPLC CSH 
C18; 1.7 μm, 2,1 × 50 mm 
Waters Corp., ZDA 
 
Vodna kopel Labnet International, Inc., ZDA 
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 Nanovlakna na osnovi hitosana in polietilenoksida z 
vgrajenim ciprofloksacinom 
 Elektrostatsko sukanje nanovlaken  
Za namen preizkusa sproščanja smo uporabili nanovlakna na osnovi polietilenoksida in 
hitosana, v katera sta bila vgrajena različna deleža ciprofloksacina, in sicer 20 % in 30 % 
(m/m). Za pripravo polimerne raztopine smo v 70 % (m/m) ocetni kislini raztopili hitosan 
in polietilenoksid v razmerju 92,5:7,5 (m/m), da smo dobili polimerno raztopino s 
koncentracijo 4 % (m/m). Tik pred izvedbo elektrostatskega sukanja smo polimerni 
raztopini dodali različni količini ciprofloksacina, da so v prvem primeru nastala 
nanovlakna z 20 % in v drugem primeru nanovlakna s 30 % vgrajenega ciprofloksacina. 
Elektrostatsko sukanje smo izvedli tako, da smo brizgo, napolnjeno z raztopino polimera, 
vpeli v črpalko, ki je ustvarjala konstanten pretok polimerne raztopine skozi iglo. Na iglo 
smo priklopili vir visoke napetosti, na vrteč boben s premerom 9,55 cm, ki je služil kot 
zbiralo, pa smo priklopili negativno napetost in ga ozemljili ter tako omogočili nastanek 
električnega polja med iglo in zbiralom. Konica kovinske igle je bila od zbirala oddaljena 
15 cm. Parametri, uporabljeni pri elektrostatskem sukanju polimerne raztopine s 
ciprofloksacinom, so podani v preglednici I. Z namenom izdelave vzorca nanovlaken, ki bi 
imel homogeno debelino, smo hitrost vrtenja zbirala nastavili na 150 vrtljajev/min. Šoba se 
je nad rotirajočim zbiralom premikala vzporedno z bobnom v območju 3 cm s hitrostjo 6,0 
mm/s. Elektrostatsko sukanje smo izvajali šest ur (74). 
Preglednica I: Parametri, uporabljeni pri elektrostatskem sukanju polimerne raztopine s 






















4 20−30 42 ± 1 12 ± 1 500 +23,6 -5,5 
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 Vrednotenje nanovlaken z vrstično elektronsko mikroskopijo  
Slike nanovlaken smo posneli z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM). Za SEM 
analizo izbranih vzorcev nanovlaken smo izrezali približno 0,5 × 0,5 cm velike koščke 
vzorca nanovlaken in jih s pomočjo obojestranskega prevodnega lepilnega traku namestili 
na kovinske nosilce. Analizo vzorcev smo izvedli pri pospeševalni napetosti 1 kV z 
uporabo sekundarnega detektorja (74). S programom ImageJ smo na SEM slikah 50 
naključno izbranim nanovlaknom izmerili premer ter izračunali povprečni premer in 
standardno deviacijo.  
 Analiza vsebnosti zdravilnih učinkovin  
  Priprava standardnih raztopin zdravilnih učinkovin  
Ciprofloksacin 
Za izračun koncentracije sproščenega ciprofloksacina iz nanovlaken smo potrebovali 
umeritveno krivuljo, ki poda odvisnost odziva detektorja od koncentracije analita v vzorcu. 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili dvanajst standardnih raztopin z 
naraščajočimi koncentracijami ciprofloksacina. Izhajali smo iz osnovne raztopine 
ciprofloksacina s koncentracijo 1 mg/mL, ki smo jo pripravili tako, da smo na tehtalni 
čolniček natančno natehtali 100 mg ciprofloksacina in natehto kvantitativno prenesli v 100 
mL bučko ter do oznake napolnili s prečiščeno vodo. Z nadaljnjim redčenjem osnovne 
raztopine smo pripravili raztopine z naslednjimi koncentracijami: 0,5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 
50, 100, 150, 200 in 300 µg/mL, da bi pokrili koncentracijsko območje 0,5-300 µg/mL 
ciprofloksacina. Uporabili smo 10, 20, 50 in 100 mL bučke, vanje odpipetirali ustrezen 
volumen osnovne raztopine ciprofloksacina s koncentracijo 1 mg/mL ter do oznake 
dopolnili s prečiščeno vodo, da smo dobili standardne raztopine ciprofloksacina želene 
koncentracije.  
Klorheksidin 
Za določitev umeritvene krivulje smo uporabili osem standardnih raztopin z naraščajočo 
koncentracijo klorheksidina ter slepi vzorec (ang. blank), ki ga je predstavljal medij za 
redčenje (0,1 % fosforjeva (V) kislina) osnovne raztopine klorheksidina s koncentracijo 2 
mg/mL, iz katere smo izhajali. Z nadaljnjim redčenjem omenjene osnovne raztopine smo 
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pripravili raztopine z naslednjimi koncentracijami: 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 in 100 µg/mL, da 
bi pokrili koncentracijsko območje 0,5-100 µg/mL klorheksidina. Uporabili smo 10, 20, 50 
in 100 mL bučke, vanje odpipetirali ustrezen volumen osnovne raztopine klorheksidina s 
koncentracijo 2 mg/mL ter do oznake dopolnili z 0,1 % fosforjevo (V) kislino, da smo 
dobili standardne raztopine klorheksidina z želeno koncentracijo.  
 Spektrofotometrično vrednotenje koncentracij zdravilnih učinkovin 
Spektrofotometer NanoDrop omogoča hitro merjenje absorbance v majhnem volumnu 
vzorca. Pri laboratorijskem delu smo ga uporabili, da bi ugotovili približne koncentracije 
sproščenih zdravilnih učinkovin v odvzetih vzorcih. Najprej smo na spektrofotometru 
nastavili ustrezno valovno dolžino za analizo izbrane zdravilne učinkovine tj. vrednost, pri 
kateri zdravilna učinkovina najmočneje absorbira, kar rezultira v največjem izmerjenem 
odzivu. Nastavljena valovna dolžina je v primeru ciprofloksacina znašala 271 nm, 
klorheksidin pa smo detektirali pri 230 nm. Pred meritvijo vzorcev smo posneli slepi 
vzorec (ang. blank), ki je služil kot ozadje. V našem primeru sta bila slepa vzorca 0,1 M 
HCl s pH 1 in 50 mM fosfatni pufer s pH 7,4. Med posameznimi meritvami smo aparaturo 
obrisali z lističem staničevine. Za meritev zadostuje že 2 µL vzorca, ki smo ga nanesli s 
pomočjo pipete. Po končanih meritvah vzorcev smo s pomočjo umeritvene krivulje 
izračunali koncentracije vzorcev. Na podlagi rezultatov smo odvzete vzorce vseh enot 
zbiralnega sistema ustrezno redčili z 0,1 M HCl s pH 1 oz. 50 mM fosfatnim pufrom s pH 
7,4, da smo dobili koncentracije, primerne za izvedbo meritev z UPLC, ki so za 
ciprofloksacin znašale 0,5-20 µg/mL za klorheksidin pa 5-100 µg/mL.  
 UPLC metoda za vrednotenje ciprofloksacina 
Standardne raztopine in vzorce smo analizirali s sistemom UPLC (ang. Ultra-Performance 
Liquid Chromatography) opremljenim z UV-VIS fotodiodnim matričnim modulom z 
visoko občutljivo pretočno celico in kolono Acquity UPLC CSH C18; 1.7 μm, 2,1 × 50 
mm ter pripadajočo predkolono. Volumen injiciranja je znašal 5 μL, temperaturo kolone 
smo vzdrževali na 50 °C, hitrost pretoka mobilne faze pa je bila 0,5 mL/min. Za 
kromatografsko ločbo smo uporabili gradientno elucijo z mobilnimi fazami A (0,1 % 
(V/V) fosforjeva (V) kislina z 10 % (V/V) metanola v prečiščeni vodi) in B (98 % (V/V) 
acetonitril in 2 % (V/V) prečiščena voda). Za spiranje smo uporabili naslednji gradient 
mobilnih faz: 0,0−1,0 min, 0 % B; 1,0−3,0 min, 0 %−20 % B; 3,0−3,2 min, 20 %−50 % B; 
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3,2−3,6 min, 50 % B; 3,6−4,4 min, 50 %−0 % B; 4,4−5,0 min, 0 % B. Čas trajanja analize 
vsakega vzorca je znašal 5 min, detekcija pa je potekala pri 271 nm. Med meritvami smo 
temperaturo samodejnega vzorčevalnika vzdrževali na 4 °C.  
Standardnim raztopinam smo z UPLC metodo izmerili odzive pri 271 nm, nato pa smo 
izdelali umeritveno krivuljo. Podatke smo analizirali v programu Microsoft Excel s 
pomočjo linearne regresije in po metodi najmanjših kvadratov določili enačbo umeritvene 
premice y= k*x + n, pri čemer y predstavlja površino pod krivuljo UPLC odziva, x 
koncentracijo ciprofloksacina, k naklon premice in n odsek na ordinati. Enačba, ki smo jo 
dobili, se glasi: y = 0,0106x + 0,0012, pri čemer je bil determinacijski koeficient (R2) enak 
0,9996. 
 Razvoj in validacija HPLC metode za vrednotenje klorheksidina 
Pri razvoju analitske metode za vrednotenje koncentracije klorheksidina smo uporabili tri 
različne mobilne faze, in sicer: mobilno fazo B (98 % (V/V) acetonitril, 2 % prečiščena 
voda), mobilno fazo A (0,1 % fosforjeva (V) kislina v prečiščeni vodi) in mobilno fazo A z 
dodatkom 1 % (V/V) trietilamina. Preizkusili smo različne gradiente in izokratske metode 
ter se glede na rezultate odločili za naslednjo metodo: 0,0−7,0 min, 25 % B; 7,0−9,0 min, 
25 %−50 % B; 9,0−11,0 min, 50 %−25 % B; 11,0−13,0 min, 25 % B. Volumen injiciranja 
je znašal 20 µL, temperatura kolone pa 25 °C. Pretok mobilne faze smo nastavili na 1,5 
mL/min, klorheksidin pa smo detektirali pri 253 nm.  
VALIDACIJA 
V okviru validacije smo preverili parametre, kot so linearnost, natančnost, točnost, meja 
zaznave (detekcije) in meja določitve (kvantifikacije), v skladu s smernicami Mednarodne 
konference o harmonizaciji (ICH) za validacijo analiznih metod (75).  
Linearnost 
Analizna metoda je linearna, če je odziv linearno odvisen od koncentracije analita v vzorcu 
in omogoča podajanje rezultatov, ki so neposredno ali z definiranimi matematičnimi 
pretvorbami proporcionalni koncentraciji (količini) analita v vzorcu (76). Za vrednotenje 
linearnosti smo izmerili HPLC odziv 8 standardnim raztopinam klorheksidina v 
koncentracijskem območju od 0,5 do 100 µg/mL. Z uporabo metode najmanjših 
kvadrantov smo na podlagi znanih koncentracij standardov in pripadajočih odzivov s 
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pomočjo programa Microsoft Excel izračunali enačbo premice in pripadajoč R2. Za mejo 
sprejemljivosti smo skladno z ICH smernicami postavili R2>0,999. 
Natančnost  
Natančnost analizne metode izraža stopnjo ujemanja (stopnjo razpršenosti) rezultatov med 
serijo analiz istega homogenega vzorca pod predpisanimi pogoji (76). Običajno jo izrazimo 
kot standardno deviacijo, relativno standardno deviacijo (ang. relative standard deviation 
(RSD)) in interval zaupanja serije meritev. Glede na ICH smernice preverjamo natančnost 
metode na treh nivojih: ponovljivost oz. natančnost znotraj metode, rigidnost oz. vmesna 
natančnost ter reproducibilnost oz. ponovljivost. Ponovljivost določamo z vsaj devetimi 
meritvami znotraj celotnega območja metode (npr. po 3 ponovitve analiz v 3 
koncentracijah) ali z vsaj šestimi meritvami pri 100 % pričakovane koncentracije analita 
(76). V našem primeru je območje metode predstavljalo koncentracijsko območje med 
najmanjšo in največjo koncentracijo standardne raztopine klorheksidina - 0,5 - 100 µg/mL. 
Ponovljivost izrazimo kot relativni standardni odklon. Če znaša slednji manj kot 2 %, velja 
metoda za ponovljivo oz. natančno (76). Vrednotenje ponovljivosti metode smo izvedli 
tako, da smo petkrat ponovili injiciranje osmih standardov v koncentracijskem območju od 
0,5 do 100 µg/mL znotraj enega dneva. 
Točnost 
Točnost analiznega postopka izraža ujemanje dobljene vrednosti s sprejeto pravo 
vrednostjo oz. s sprejeto referenčno vrednostjo (76). Običajno jo izražamo kot izkoristek (v 
odstotkih). Izmerimo jo s kvantitativnim določanjem dobro poznanega vzorca – standarda 
oz. s primerjavo rezultata z referenčno metodo. Izmerjeno vrednost primerjamo z znano, 
pravo vrednostjo in podamo rezultat v obliki odstopanja. Preizkus točnosti metode 
izvedemo z vsaj devetimi meritvami pri vsaj treh različnih koncentracijah, ki pokrivajo 
celotno območje metode (npr. po 3 ponovitve analiz v 3 koncentracijah) (76). Slednje je 
obsegalo koncentracijsko območje med najmanjšo in največjo koncentracijo standardne 
raztopine klorheksidina - 0,5 - 100 µg/mL. Rezultate točnosti podamo kot povprečje 
razmerij med s preiskovano analizno metodo izmerjeno vrednostjo in pravo vrednostjo 
(76). 
Meja zaznave in meja določitve 
Meja zaznave oz. detekcije (ang. limit of detection (LOD)) je najmanjša količina analita v 
vzorcu, ki jo lahko v predpisanih eksperimentalnih pogojih zaznamo, vendar ne nujno tudi 
21 
 
kvantitativno ovrednotimo. Meja določitve (ang. limit of quantification (LOQ)) pa je 
najnižja koncentracija analita v vzorcu, ki ga analizna metoda še lahko ponovljivo izmeri. 
Je torej najmanjša količina analita v vzorcu, ki jo lahko v predpisanih eksperimentalnih 
pogojih kvantitativno ovrednotimo z ustrezno točnostjo in natančnostjo. Odziv analita pri 
tej meji mora biti vsaj 5-krat večji od odziva slepega vzorca. LOD smo izračunali na 
podlagi umeritvenih premic po enačbi LOD= (3,3 x σ)/S, LOQ pa po enačbi (10 x σ)/S, 
kjer je σ standardni odklon vrednosti odsekov umeritvene premice na ordinati, S pa 
povprečna vrednost naklona umeritvene premice (75-77).  
 Vrednotenje sproščanja zdravilnih učinkovin s prilagojenim preskusom 
sproščanja 
Ciprofloksacin  
Približno 2 mg vzorca nanovlaken smo dali v steklene viale, ki so vsebovale 19 mL 
fosfatnega pufra s pH 7,4. Sproščanje smo vrednotili pri 37 °C, na stresalniku s hitrostjo 
stresanja 150 stresljajev/min. Ob vnaprej določenih časovnih točkah smo odvzeli 0,5 mL 
vzorca in ga nadomestili s svežo pufersko raztopino. Odvzete vzorce smo razredčili, 
filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 μm in takoj analizirali z UPLC metodo (74). 
Klorheksidin 
Za sproščanje zdravilne učinkovine iz PerioChipa smo uporabili stekleno vialo, v katero 
smo odpipetirali 10 mL predhodno segretega (37 °C) fosfatnega pufra. Zaradi občutljivosti 
klorheksidina na svetlobo smo vialo ovili z aluminijasto folijo. Sproščanje smo izvajali na 
stresalniku pri 37 °C in 120 stresljajih/min. Vzorce smo odvzemali 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 
h in 24 h po začetku sproščanja, nato pa enkrat dnevno ob enakem času, deset dni zapored. 
Za namen kontrole smo odvzeli še dva dodatna vzorca, in sicer 16. ter 25. dan sproščanja, 
saj smo se želeli prepričati, da koncentracija sproščenega klorheksidina ne narašča več.  
Posamezen PerioChip teoretično vsebuje 2,5 mg klorheksidina, zato bi v primeru, da bi se 
v vialo sprostila vsa zdravilna učinkovina, koncentracija znašala 250 µg/mL. Umeritveno 
krivuljo smo pripravili v koncentracijskem območju 1-100 µg/mL, zato je bilo potrebno 
odvzete vzorce trikrat redčiti. Ob vsaki časovni točki smo tako odvzeli 500 µL vzorca in ga 
prenesli v mikrocentrifugirko, kamor smo dodali 1 mL fosfatnega pufra ter vsebino dobro 
pretresli in skozi filter z velikostjo por 0,45 µm prefiltrirali v HPLC vialo. Volumen 
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odvzetega vzorca smo nadomestili s svežim fosfatnim pufrom. Odvzete vzorce smo do 
izvedbe HPLC meritev shranili na temnem, v steklenih HPLC vialah, ovitih v aluminijasto 
folijo.  
 Vrednotenje sproščanja zdravilnih učinkovin z uporabo mikropretočne 
naprave 
Sproščanje zdravilnih učinkovin iz nanovlaken z vgrajenim ciprofloksacinom in 
PerioChipa smo izvedli na mikropretočni napravi za sproščanje (slika 5), ki jo sestavljajo: 
injekcijska črpalka, ki omogoča kontinuirano dovajanje medija za sproščanje, plastična 
celica z desetimi enotami za sproščanje z majhnim volumnom in pripadajočim sistemom za 
zbiranje vzorcev, vodna kopel s peristaltično črpalko, ki omogoča vzdrževanje temperature 
sistema na 37 °C. V notranjost vsake enote za sproščanje smo zaprli enoto posamezne 
formulacije lokalnega dostavnega sistema (slika 5d in 6b). Nato smo v te celice preko cevk 
dovajali medij za sproščanje, ki se je nahajal v injekcijskih brizgah (slika 6b), vpetih v 
črpalko. Le-ta je omogočala pretok medija za sproščanje s hitrostjo 30 mg/h. Navpično 
nameščena injekcijska brizga je služila kot rezervoar medija za sproščanje (slika 5b). Na 
vsako enoto za sproščanje smo s spodnje strani namestili sistem za zbiranje vzorcev, in 
sicer HPLC viale, kamor se je preko injekcijske igle stekal medij s sproščeno zdravilno 
učinkovino (sliki 5c in 6a). Skozi membrano zaporke na vsaki HPLC viali zbiralnega 
sistema smo namestili dodatno injekcijsko iglo, ki je služila za odvod zraka (sliki 5c in 6a). 
Da bi se dodatno približali in vivo pogojem obzobnega žepa, smo mikropretočno napravo 
termostatirali na 37 °C. Segreto vodo iz vodne kopeli smo preko cevi in peristaltične 
črpalke dovajali v plastično celico, da je obkrožala zaprte enote za sproščanje, po drugi 
cevi (slika 6b zgoraj) pa je voda odtekala nazaj v vodno kopel. Tako je voda neprestano 





Slika 5: (a) mikropretočna naprava za sproščanje in njeni sestavni deli, (b) navpično 
nameščena injekcijska brizga za rezervoar medija za sproščanje, (c) zaprta enota za 
sproščanje s pripadajočim zbiralnim sistemom, (d) plastična celica z desetimi odprtinami 
za deset enot za sproščanje 
 
Slika 6: (a) zbiralni sistem in (b) plastična celica z desetimi enotami za sproščanje, v katere 
preko cevčic dovajamo medij za sproščanje. Zgoraj je vidna odtočna cev, ki omogoča 
kroženje vode med vodno kopeljo in plastično celico z desetimi enotami za sproščanje oz. 
odvajanje vode iz plastične celice nazaj v vodno kopel.  
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Preskus sproščanja smo izvedli za nanovlakna z različnima deležema vgrajenega 
ciprofloksacina. Za proučevanje sproščanja klorheksidina pa smo uporabili PerioChip. V 
primeru ciprofloksacina smo sproščanje ločeno izvedli v medijih z dvema različnima pH 
vrednostma, in sicer 1 (0,1 M HCl) in 7,4 (50 mM fosfatni pufer s pH 7,4), medtem ko smo 
sproščanje klorheksidina izvedli le v mediju s pH 7,4. V celice za sproščanje smo namestili 
nanovlakna z 20 % ali 30 % ciprofloksacina ali Periochip. Vzorce smo pred sproščanjem 
stehtali in izračunali teoretično maso zdravilne učinkovine v posameznem vzorcu 
(preglednica II). Sproščanje smo v primeru medija s pH 1 neprekinjeno spremljali dva 
tedna, v primeru medija s pH 7,4 pa 10 dni. Pri vzorčenju smo ob določenih časovnih 
točkah HPLC viale sneli, jih previdno nadomestili z novimi, ter analizirali koncentracijo 
sproščene zdravilne učinkovine v zbranem vzorcu. Vsako vialo smo stehtali pred in po 
vzorčenju, mase pa si zabeležili za izračun količine sproščene zdravilne učinkovine. 
Preglednica II: Vzorci nanovlaken za sproščanje: N - število vzorcev, masa nanovlaken in 
teoretična masa ciprofloksacina v njih. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 Nanovlakna na osnovi hitosana in polietilenoksida z vgrajenim 
ciprofloksacinom 
V magistrski nalogi smo vrednotili sproščanje ciprofloksacina iz elektrostatsko sukanih 
nanovlaken na osnovi hitosana in polietilenoksida v razmerju 92,5:7,5 (m/m). Proučevali 
smo dve formulaciji nanovlaken, v katera sta bila vgrajena različna deleža ciprofloksacina, 
in sicer 20 % in 30 % (m/m) (sliki 7 in 8). Premer nanovlaken je bil pri nanovlaknih z 
večjim deležem vgrajenega ciprofloksacina večji. Povprečen premer nanovlaken brez 
vgrajene zdravilne učinkovine je znašal 257 ± 119 nm v primerjavi z nanovlakni z 20 % 
ciprofloksacina, katerih povprečni premer je meril 459 ± 225 nm. Nanovlakna s 30 % 
ciprofloksacina pa so bila najdebelejša, in sicer so merila 575 ± 569 nm. Nanovlakna na 
slikah 7 in 8 so gladka, brez vozlov in vidnih kristalov zdravilne učinkovine v strukturi, 
njihova oblika pa bolj kot na vlakna z okroglim presekom spominja na trakove. 
Omenjena nanovlakna so na Katedri za farmacevtsko tehnologijo FFA zasnovali z 
namenom razvoja novega dostavnega sistema za lokalno dostavo protimikrobnih 
zdravilnih učinkovin v obzobne žepe. Za razvoj takšnih dostavnih sistemov so primerni 
bioadhezivni polimeri, katerih predstavnik je tudi hitosan. Njegova dodatna prednost je 
bakteriostatični učinek na gramnegativne bakterije, njegova slabost pa je, da povzroča 
težave pri procesu elektrostatskega sukanja (74). 
 
Slika 7: Nanovlakna na osnovi hitosana in polietilenoksida z vgrajenim 20 % (m/m) 




Slika 8: Nanovlakna na osnovi hitosana in polietilenoksida z vgrajenim 30 % (m/m) 
deležem ciprofloksacina pod manjšo (levo) in večjo (desno) povečavo. 
 Vrednotenje sproščanja ciprofloksacina s prilagojenim 
preskusom sproščanja 
Slika 9 prikazuje sproščanje ciprofloksacina iz nanovlaken s 30 % (m/m) ciprofloksacina v 
mediju s pH 7,4 v sink pogojih. Po štirih urah sproščanja se je sprostila vsa zdravilna 
učinkovina. Ciprofloksacin ima pH odvisno topnost, kar pomeni, da je pri nižjem pH 
medija zelo dobro topen, medtem ko njegova topnost pri pH 7,4 znaša le 110 µg/mL (74). 
Predpostavimo lahko, da bi se v mediju s pH vrednostjo 1 ciprofloksacin sprostil še hitreje 
kot v mediju s pH 7,4, saj je pri nižjem pH poleg večje topnosti ciprofloksacina večja tudi 
topnost hitosana. Omenjen polimer se pri pH 7,4 ne raztaplja, medtem ko se v kislih 
pogojih raztaplja zaradi ionizacije aminskih skupin.  
 
Slika 9: Sproščanje ciprofloksacina iz nanovlaken s 30 % (m/m) vgrajene učinkovine v 
mediju s pH 7,4 v odvisnosti od časa vrednoteno s prilagojenim preskusom sproščanja. 
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 Vrednotenje sproščanja ciprofloksacina z uporabo 
mikropretočne naprave 
Ker se pogoji v obzobnem žepu znatno razlikujejo od pogojev v prilagojenem preskusu 
sproščanja, smo želeli pripravljena nanovlakna vrednotiti tudi na mikropretočni napravi, ki 
se zaradi majhnega volumna celice in majhnega pretoka medija približa pogojem v 
obzobnem žepu. Zaradi od pH odvisne topnosti ciprofloksacina smo sproščanje učinkovine 
iz nanovlaken izvedli tako pri pH 1 kot pri pH 7,4 in profila sproščanja med seboj 
primerjali.  
 Sproščanje ciprofloksacina v mediju s pH 1 
Prikaz koncentracije sproščenega ciprofloksacina iz nanovlaken z 20 % in 30 % 
ciprofloksacina v medij s pH 1 v odvisnosti od časa prikazuje slika 10. Pri obeh vzorcih je 
v prvih 24 urah viden porast koncentracije in nato njeno postopno upadanje do osmega 
dneva od začetka preskusa sproščanja, ko je bila koncentracija ciprofloksacina v mediju 
pod mejo kvantifikacije, kar nakazuje, da se je zdravilna učinkovina iz nanovlaken do 
takrat že v celoti sprostila. Najvišjo koncentracijo ciprofloksacina, sproščeno iz nanovlaken 
s 30 % ciprofloksacina, smo določili po prvem dnevu preskusa sproščanja, ko je znašala 
1033 µg/mL in je bila višja od koncentracije, sproščene iz nanovlaken z 20 % 
ciprofloksacina v enakem časovnem obdobju (649 µg/mL). Tudi površina pod krivuljo 
koncentracije sproščene učinkovine kaže, da se je v primeru nanovlaken s 30 % 
ciprofloksacina sprostilo več zdravilne učinkovine napram nanovlaknom z 20 % 






Slika 10: Koncentracija sproščenega ciprofloksacina (CIP) iz nanovlaken z 20 % in 30 % 
ciprofloksacina v mediju s pH 1 v odvisnosti od časa, vrednoteno z mikropretočno 
napravo. 
Slika 11 prikazuje kumulativni prikaz sproščenega ciprofloksacina (%) v odvisnosti od 
časa. Pri obeh proučevanih formulacijah nanovlaken se je v medij sprostilo približno 100 
% ciprofloksacina, ne glede na delež vgrajene zdravilne učinkovine. Profila sproščanja sta 
si zelo podobna. Prvih 72 ur količina sproščene zdravilne učinkovine narašča linearno, nato 
pa profila sproščanja dosežeta plato. Zaključimo lahko, da se je večina zdravilne 
učinkovine sprostila v prvih treh dneh. 
 
Slika 11: Kumulativni prikaz sproščanja ciprofloksacina (CIP) iz nanovlaken z 20 % in 30 
% vgrajenega ciprofloksacina v medij s pH 1 v odvisnosti od časa, vrednoteno z 
mikropretočno napravo.  
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 Sproščanje ciprofloksacina v mediju s pH 7,4  
Slika 12 prikazuje koncentracijo ciprofloksacina, sproščenega iz nanovlaken z 20 % in 30 
% ciprofloksacina, v medij s pH 7,4 v odvisnosti od časa. Pri sproščanju ciprofloksacina iz 
nanovlaken z 20 % zdravilne učinkovine je viden hitrejši vzpon in padec koncentracije 
ciprofloksacina v prvih dveh dneh kot v primeru nanovlaken s 30 % ciprofloksacina. Pri 
slednjih je znašala maksimalna koncentracija ciprofloksacina 349 µg/mL, dosežena pa je 
bila v enem dnevu od začetka sproščanja in je nižja v primerjavi s koncentracijo 
ciprofloksacina (432 µg/mL), ki se je sprostil iz nanovlaken z 20 % ciprofloksacina. Obe 
omenjeni koncentraciji (349 µg/mL in 432 µg/mL) sta višji od topnosti ciprofloksacina, ki 
pri enakih pogojih znaša 110 µg/mL. Razlog je verjetno delno amorfna oblika 
ciprofloksacina v nanovlaknih, ki se bolje raztaplja kot kistalna oblika. Nanovlakna z 20 % 
ciprofloksacina so vsebovala več zdravilne učinkovine v amorfni obliki v primerjavi z 
nanovlakni s 30 % ciprofloksacina (74) in zato je tudi koncentracija raztopljene učinkovine 
v prvih dneh višja pri nanovlaknih z 20 % ciprofloksacina. Medtem ko se je iz nanovlaken 
z 20 % ciprofloksacina velika večina zdravilne učinkovine sprostila v sedmih dneh, je bila 
koncentracija ciprofloksacina, ki se je sprostil iz nanovlaken s 30 % ciprofloksacina po 
desetih dneh, ko smo test sproščanja v mediju s pH 7,4 zaključili, še vedno visoka (74,5 
µg/mL). Za popolno sprostitev učinkovine iz nanovlaken bi morali poskus sproščanja 
podaljšati. Povprečna koncentracija ciprofloksacina, dosežena med tretjim in desetim 
dnevom, je znašala 100,3 ± 20,8 µg/mL, kar je blizu topnosti ciprofloksacina (110 µg/mL) 
pri enakih pogojih. Iz rezultatov je razvidno, da se je zdravilna učinkovina v primeru večje 
vgradnje sproščala počasneje in skozi daljše časovno obdobje, kar kaže na bolj učinkovito 
podaljšano sproščanje kot v primeru nanovlaken z manjšim deležem vgrajenega 
ciprofloksacina. Na podlagi teh rezultatov lahko zaključimo, da so za lokalno zdravljenje 





Slika 12: Prikaz koncentracije sproščenega ciprofloksacina (CIP) iz nanovlaken z 20 % in 
30 % ciprofloksacina v mediju s pH 7,4 v odvisnosti od časa, vrednoteno z mikropretočno 
napravo.  
Slika 13 predstavlja kumulativni prikaz sproščenega ciprofloksacina glede na njegovo 
celotno maso v nanovlaknih v odvisnosti od časa. Ciprofloksacin se je v primeru 
nanovlaken z 20 % ciprofloksacina sproščal hitreje, tako da je profil sproščanja po okoli 
šestih dneh sproščanja od začetka preskusa dosegel plato. Profil sproščanja se razlikuje od 
profila sproščanja ciprofloksacina iz nanovlaken s 30 % ciprofloksacina, kjer je 
koncentracija naraščala počasneje, kar je značilno za podaljšano sproščanje. Prav tako se 
profila sproščanja razlikujeta v pojavu platoja. Pri krivulji, ki prikazuje koncentracijo 
sproščene protimikrobne učinkovine iz nanovlaken z 20 % ciprofloksacina se je pojavil 
plato, pri nanovlaknih s 30 % ciprofloksacina pa ne. Pri slednjih bi se plato verjetno 
pojavil, če bi sproščanje spremljali še nekaj dodatnih dni. Kot je prikazano na sliki 13, se je 




Slika 13: Kumulativni prikaz sproščanja ciprofloksacina (CIP) iz nanovlaken z 20 % in s 
30 % vgrajenega ciprofloksacina v medij s pH 7,4 v odvisnosti od časa, vrednoteno z 
mikropretočno napravo.  
Ko smo mikropretočno napravo razstavili, smo naleteli na neraztopljene ostanke 
nanovlaken (slika 14), ki so bila zgrajena iz zmesi hitosana in polietilenoksida. 
Najverjetneje je v enotah za sproščanje ostal samo hitosan, saj je polietilenoksid topen v 
vodi, zato predvidevamo, da se je med preskusom raztopil. Rezultati sproščanja kažejo 
tudi, da se je v vseh primerih sprostila praktično vsa zdravilna učinkovina (slika 13).  
 
Slika 14: Razstavljene enote za sproščanje po koncu sproščanja, na katerih so vidni 
neraztopljeni ostanki nanovlaken (označeno s puščicami). 
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 Primerjava profilov sproščanja ciprofloksacina iz nanovlaken v medijih 
s pH 1 in pH 7,4  
Slika 15 prikazuje primerjavo koncentracije ciprofloksacina v medijih s pH 1 in 7,4 v 
odvisnosti od časa, vrednoteno z mikropretočno napravo, za nanovlakna z 20 % in 30 % 
ciprofloksacina. Rezultati kažejo, da se je v kislem mediju sprostilo več zdravilne 
učinkovine oz. se je le-ta sprostila bistveno hitreje, kot v primeru uporabe fosfatnega pufra 
s pH 7,4. 
 
Slika 15: Koncentracije ciprofloksacina (CIP), sproščenega iz nanovlaken z 20 % in 30 % 
vgrajene učinkovine, v mediju s pH 1 in pH 7, v odvisnosti od časa, vrednoteno z 
mikropretočno napravo.  
 Razvoj in validacija HPLC metode za določanje klorheksidina 
IZBOR MOBILNE FAZE 
Odzive pripravljenih standardov z različnimi koncentracijami klorheksidina smo s 
pomočjo metode HPLC merili pri valovni dolžini 253 nm z uporabo dveh različnih 
mobilnih faz. Želeli smo namreč izvedeti, kakšen vpliv na retencijski čas klorheksidina ima 
trietilamin. Opazili smo, da je retencijski čas klorheksidina v primeru uporabe 0,1 % 
fosforjeve (V) kisline kot mobilne faze krajši v primerjavi z retencijskim časom 
klorheksidina pri uporabi mobilne faze s trietilaminom, kar predstavljajo kromatogrami na 
sliki 16. Sklepali smo, da trietilamin zadrži klorheksidin na koloni. Kot je razvidno iz slike 
17, se HPLC odzivi standardnih raztopin klorheksidina pri uporabi različnih mobilnih faz 
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bistveno ne razlikujejo. Ne glede na uporabljeno mobilno fazo je bil HPLC odziv linearen 
glede na koncentracijo ciprofloksacina v vzorcu. Odločili smo se, da za mobilno fazo pri 
izvedbi nadaljnjih HPLC meritev uporabimo 0,1 % fosforjevo (V) kislino brez dodatka 
trietilamina. Ker smo želeli posnemati kromatogram, ki smo ga dobili z uporabo mobilne 
faze z dodatkom trietilamina (slika 16a), smo morali vrh klorheksidina na kromatogramu, 
dobljenem pri uporabi mobilne faze brez trietilamina (slika 16b) pomakniti v desno. Da 
smo torej podaljšali retencijski čas klorheksidina na koloni pri uporabi 0,1 % fosforjeve 
(V) kisline (slika 16c), smo spremenili izokratsko metodo tako, da smo namesto 30 % 
mobilne faze B uporabili 25 % le-te prvih sedem minut metode. 
 
Slika 16: Kromatogrami klorheksidina pri uporabi (a) mobilne faze A z dodatkom 1 % 
(V/V) trietilamina in (b) mobilne faze brez dodatka trietilamina pri razmerju med 
mobilnima fazama A:B = 70 %:30 % prvih 7 minut in (c) pri uporabi mobilne faze brez 
dodatka trietilamina pri razmerju med mobilnima fazama A:B = 75 %:25 % prvih 7 min, 
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pri čemer mobilna faza A predstavlja 0,1 % fosforjevo (V) kislino v prečiščeni vodi, 
mobilna faza B pa 98 % (V/V) acetonitril + 2 % (V/V) prečiščena voda.  
 
Slika 17: Graf umeritvene premice klorheksidina pri uporabi mobilne faze brez in z 
dodatkom trietanolamina.  
VALIDACIJA METODE  
Linearnost in območje metode 
Linearnost metode smo preverili na koncentracijskem območju od 0,5 µg/mL do 100 
µg/mL z osmimi različnimi koncentracijami raztopine standarda klorheksidina. Izvedli 
smo štiri ponovitve izdelave standardnih raztopin klorheksidina s koncentracijami 0,5 - 100 
µg/mL oz. štiri serije, jim pomerili HPLC odzive in izdelali umeritvene premice. Dobljen 
R2 pri vseh serijah je znašal >0,999 (preglednica III), kar kaže, da je metoda linearna.  
Preglednica III: Enačbe premic linearne regresije in R2 za vsako serijo oz. ponovitev 
izdelave standardnih raztopin klorheksidina. 
Serija Enačba premice Naklon Presečišče R2 
1 y=25,16x-1,07 25,156 -1,0665 0,9999 
2 y=25,30x-8,05 25,298 -8,0512 0,9998 
3 y=25,48x-9,24 25,478 -9,2408 0,9996 





Vrednotenje ponovljivosti metode smo izvedli tako, da smo injiciranje vzorcev standardov 
prve serije petkrat ponovili. Iz dobljenih rezultatov (preglednica IV) je razvidno, da je 
metoda ponovljiva, saj so vse RSD vrednosti manjše od 2 %, kar ustreza postavljenemu 
kriteriju.  
Preglednica IV: Rezultati preizkusa ponovljivosti s petkratnim injiciranjem vzorcev 
standardov prve serije. 
Koncentracija 
(µg/mL) 
Povprečna AUC SD RSD (%) 
0,5 25,46 0,42 1,63 
1 25,80 0,14 0,55 
2 48,27 0,14 0,29 
5 115,97 0,16 0,14 
10 249,17 0,85 0,34 
20 499,92 1,09 0,22 
50 1249,97 4,48 0,36 
100 2518,88 1,32 0,05 
 
Točnost 
Rezultati znotraj-dnevne točnosti so prikazani v preglednici V. Metoda je zadovoljivo 
točna v koncentracijskem območju 5-100 µg/mL, saj je točnost znotraj želenega intervala 
(98−102 %). Pri nižjih koncentracijah klorheksidina (1−2 µg/mL) pa izmerjene vrednosti 
odstopajo za ~5 %, medtem ko je bila napaka pri 0,5 µg/mL ~40 %.  







0,5 0,70 ± 15,10 140,57 
1 1,14 ± 5,87 114,35 









5 5,01 ± 0,15 100,23 
20 19,95 ± 0,63 99,73 
100 100,65 ± 0,11 100,65 
                                  1-povprečje±SD 
Meja zaznave in meja določitve 
Na podlagi naklonov in presečišč umeritvenih premic smo izračunali mejo zaznave 
(detekcije) in mejo določitve (kvantifikacije) pri treh serijah oz. ponovitvah izdelave 
standardnih raztopin klorheksidina (preglednica VI). Glede na rezultate znaša meja 
zaznavnosti 0,3 µg/mL, meja določljivosti pa 0,8 µg/mL, kar se ujema z rezultati točnosti 
(preglednica V). 
Preglednica VI: Izračunane vrednosti meje zaznave (LOD) in meje določitve (LOQ) pri 
treh serijah oz. ponovitvah izdelave standardnih raztopin klorheksidina. 
Serija LOD (µg/mL) LOQ (µg/mL) 
2 0,257 0,780 
3 0,255 0,774 
4 0,265 0,804 
 
 Vrednotenje sproščanja klorheksidina s prilagojenim 
preskusom sproščanja  
Delež sproščenega klorheksidina glede na celotno maso učinkovine v PerioChipu (2500 
µg) je prikazan na sliki 18. Delež sproščenega klorheksidina je postopno naraščal in 
dosegel plato približno četrti dan po začetku sproščanja. Rezultati kažejo, da se je iz 
PerioChipa sprostilo le okoli 45 % klorheksidina. Vzrok za majhen delež sproščenega 
klorheksidina je lahko nenatančnost pri vzorčenju, nestabilnost antiseptika v dostavnem 
sistemu (pretečen rok uporabe PerioChipa (poglavje 4.6 in priloga I)) ali ujetost 




Slika 18: Kumulativni prikaz sproščanja klorheksidina iz PerioChipa v medij s pH 7,4 v 
odvisnosti od časa, vrednoteno s prilagojenim preskusom sproščanja. 
Ogrodje iz želatine bi lahko po končanem testu sproščanja razgradili s pomočjo encimov in 
določili delež klorheksidina, ki se ni uspel sprostiti. Na sliki 19 je prikazan PerioChip oz. 
ostanek njegovega ogrodja pet in šestnajst dni po začetku sproščanja v fosfatnem pufru s 
pH 7,4. 
 
Slika 19: PerioChip po (a) 5. in (b) 16. dnevu po začetku sproščanja v viali s 
fosfatnim pufrom s pH 7,4. 
Slika 20 prikazuje profil sproščanja klorheksidina iz PerioChipa. Najvišjo 
koncentracijo klorheksidina, tj. 96 µg/mL, in hkrati začetek platoja na profilu 





Slika 20: Profil sproščanja klorheksidina iz PerioChipa v medij s pH 7,4 v odvisnosti od 
časa, vrednoteno s prilagojenim preskusom sproščanja. 
 Vrednotenje sproščanja klorheksidina z uporabo mikropretočne 
naprave 
Slika 21 predstavlja primerjavo profilov sproščanja klorheksidina na mikropretočni napravi 
in s prilagojenim preskusom sproščanja v mediju s pH 7,4 v odvisnosti od časa. Podobno 
kot pri spremljanju sproščanja klorheksidina iz PerioChipa s prilagojenim preskusom 
sproščanja, tudi pri sproščanju na mikropretočni napravi koncentracija klorheksidina v 
začetku postopno narašča in doseže vrh približno četrti dan po začetku sproščanja. Od 
drugega do petega dne se koncentracija klorheksidina giblje v območju od 150 do 190 
µg/mL. Po začetnem porastu koncentracije sledi postopen padec vse do desetega dne, ko 
smo preskus sproščanja zaključili. Koncentracija klorheksidina v mediju je ob koncu 
poskusa znašala 60 µg/mL, kar pomeni, da bi lahko s preskusom sproščanja še nadaljevali. 
Rezultati kažejo, da smo minimalno inhibitorno koncentracijo klorheksidina (125 µg/mL), 
ki zavira rast več kot 99 % bakterij, izoliranih iz subgingivalnih oblog (78), vzdrževali 
približno pet dni, in sicer od drugega do sedmega dne. Najvišjo koncentracijo 





























Slika 21: Primerjava profilov sproščanja klorheksidina v medij s pH 7,4 v odvisnosti od 
časa. 
Delež sproščenega klorheksidina glede na celotno maso učinkovine v PerioChipu v 
odvisnosti od časa je prikazan na sliki 22. Primerjalno so predstavljeni tako rezultati 
sproščanja, ki smo ga spremljali s prilagojenim preskusom sproščanja, kot tudi sproščanja, 
vrednotenega z mikropretočno napravo. Posamezen PerioChip je teoretično vseboval 2,5 
mg klorheksidina. Izračunali smo, da se je pri sproščanju na mikropretočni napravi 
sprostila le dobra četrtina (28 %) zdravilne učinkovine, kar znaša 689 µg. PerioChip po 
koncu sproščanja na mikropretočni napravi je prikazan na sliki 23. 
 
Slika 22: Kumulativni prikaz sproščanja klorheksidina iz PerioChipa v medij s pH 7,4 v 
odvisnosti od časa v primeru sproščanja, vrednotenega z mikropretočno napravo in v 




Slika 23: Razstavljena enota za sproščanje s PerioChipom po koncu sproščanja na 
mikropretočni napravi. Ogrodje iz želatine se je zmehčalo, nabreknilo, njegova barva pa je 
iz rumeno-oranžne zbledela v rumeno. 
Pri sproščanju klorheksidina, vrednotenim s prilagojenim preskusom sproščanja, se je 
sprostilo 45 % zdravilne učinkovine, torej več kot pri sproščanju z uporabo mikropretočne 
naprave, kjer se je sprostilo zgolj 28 % klorheksidina glede na celotno količino zdravilne 
učinkovine v PerioChipu (slika 22). V obeh primerih se je torej sprostila relativno majhna 
količina zdravilne učinkovine. Med drugim bi lahko vzrok tičal v roku uporabnosti 
PerioChipa, uporabljenega v tej raziskavi, saj mu je rok uporabe potekel januarja 2019 
(priloga I), kar bi lahko vplivalo na zmanjšano količino protimikrobne učinkovine v 
vzorcu. Poleg tega lahko vzrok iščemo tudi v mikropretočni napravi, ki verjetno pogojev v 
obzobnem žepu ne posnema dovolj dobro. Če bi bili v mediju za sproščanje prisotni encimi 
(kolagenaze, matriksne proteinaze in drugi), ki so naravno prisotni v ustni votlini (slini) in 
obzobnem žepu, bi ogrodje PerioChipa razgradili, kar bi vplivalo na sproščanje vgrajene 
učinkovine. Nenazadnje pa je lahko vzrok za tako majhno količino sproščenega 
klorheksidina tudi nenatančnost pri vzorčenju in puščanje oz. morebiten vdor vode iz 
vodne kopeli v enoto za sproščanje in/ali zbiralni sistem. 
 Primerjava profilov sproščanja zdravilnih učinkovin 
Slika 24 prikazuje primerjavo koncentracij sproščenih zdravilnih učinkovin v mediju s pH 
7,4 v odvisnosti od časa, ki smo jih določili v poskusu sproščanja z uporabo mikropretočne 
naprave. V primeru nanovlaken je viden večji začetni porasta koncentracije zdravilne 
učinkovine v primerjavo s koncentracijo zdravilne učinkovine sproščene iz PerioChipa. 
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Prav tako je maksimum koncentracije nastopil hitreje po začetku sproščanja v primerjavi z 
učinkovino sproščeno iz PerioChipa, kjer je viden zamik začetka sproščanja. Razlika je 
tudi v hitrosti sproščanja, saj pri nanovlaknih koncentracija zdravilne učinkovine narašča in 
pada hitreje v primerjavi s koncentracijo učinkovine, sproščene iz PerioChipa. Hitrejša rast 
in padec plazemske koncentracije zdravilne učinkovine pomeni večje nihanje, kar lahko pri 
bolniku povzroči neželene učinke. Na sliki 24 je vidno tudi, da PerioChip in nanovlakna s 
30 % ciprofloksacina vzdržujejo podobno koncentracijo zdravilne učinkovine skozi daljši 
čas, in sicer en teden, tj. od tretjega do desetega dne od začetka sproščanja. Vzdrževanje 
koncentracije zdravilne učinkovine skozi daljše časovno obdobje je značilno za 
farmacevtske oblike s podaljšanim sproščanjem. 
 
Slika 24: Koncentracija sproščene zdravilne učinkovine v mediju s pH 7,4 v odvisnosti od 
časa v primeru nanovlaken z 20 % in 30 % ciprofloksacina ter v primeru PerioChipa, 
vrednoteno z mikropretočno napravo 
 Primerjava in vitro rezultatov sproščanja klorheksidina z 
literaturnimi in vivo podatki  
Raziskovalci so izvedli 10-dnevno farmakokinetično študijo na devetnajstih odraslih 
prostovoljcih s kroničnim parodontitisom. Vsakemu prostovoljcu so vstavili PerioChip v 
štiri parodontalne žepe z globino od pet do osem milimetrov. Vzorce gingivalne tekočine 
so odvzemali s pomočjo posebnih lističev iz filtrirnega papirja, in sicer pred namestitvijo 
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PerioChipa, po 2, 4 in 24 urah, nato pa 2., 3., 4., 5., 6., 8., in 9. dan od začetka zdravljenja. 
Klorheksidin so nato sprali z lističev, njegovo koncentracijo pa določili s pomočjo HPLC 
metode. Rezultati raziskave so prikazani na sliki 25. Izrazit porast koncentracije 
klorheksidina v gingivalni tekočini je viden že dve uri po vstavitvi PerioChipa v obzobni 
žep. Začetni vrh predstavlja hkrati tudi najvišjo izmerjeno koncentracijo klorheksidina, in 
sicer 2007 µg/mL. Tekom naslednjih 96 ur se je koncentracija klorheksidina gibala v 
območju od 1300 µg/mL do 1900 µg/mL, nato pa se je postopoma zmanjševala vse do 
zaključka študije, ko je znašala 57 µg/mL. Jasno sta razvidni dve fazi sproščanja. Prva je 
trajala približno 72 ur s koncentracijami klorheksidina >1000 µg/mL. Začetni fazi je sledila 
prehodna faza, med 72. in 120. uro, za katero je značilen hiter padec koncentracije 
klorheksidina, nato pa je nastopila faza počasnejšega sproščanja med katero je 
koncentracija klorheksidina padala počasneje. Čeprav se je koncentracija klorheksidina v 
gingivalni tekočini tekom poskusa postopno zniževala, je ostala nad minimalno inhibitorno 
koncentracijo (125 µg/mL) 192 ur oz. osem dni. Začetni porast koncentracije lahko 
pripišemo difuziji klorheksidina iz PerioChipa, čemur sledi nadaljnje sproščanje, ki je 
posledica encimske razgradnje PerioChipa. Kaže, da se po prvih 120 urah sproščanje 
klorheksidina z difuzijo zaključi, nato pa kot glavni mehanizem sproščanja nastopi 
encimska razgradnje ogrodja PerioChipa (78). 
 
Slika 25: Primerjava koncentracij klorheksidina, pridobljenih iz literature (in vivo podatki) 
(78), z in vitro rezultati sproščanja klorheksidina, vrednotenega z uporabo mikropretočne 
naprave, in z in vitro rezultati sproščanja, vrednotenega s prilagojenim preskusom 
sproščanja, v odvisnosti od časa. 
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Primerjava profilov sproščanja kaže, da sta si in vitro in in vivo profila sproščanja prvih pet 
dni od začetka sproščanja različna, naslednjih pet dni pa podobna. Razvidno je, da pri in 
vitro preskusu sproščanja, vrednotenim s pomočjo mikropretočne naprave, ni prišlo do 
takojšnjega porasta koncentracije oz. do dveh vrhov, zaznali smo le en vrh oz. plato 
koncentracije četrti dan po začetku sproščanja. Prav tako je mogoče razbrati, da so in vitro 
koncentracije sproščenega klorheksidina na mikropretočni napravi približno desetkrat 
manjše od literaturnih in vivo podatkov. Zaključimo torej lahko, da naši in vitro rezultati 
sproščanja klorheksidina iz PerioChipa z literaturnimi in vivo podatki ne korelirajo. 
Iz literaturnih podatkov je razvidno, da in vivo rezultati različnih raziskav sproščanja 
klorheksidina iz PerioChipa kažejo visoko stopnjo variabilnosti med osebki (79-81). 
Omenjene in vivo variabilnosti in vitro ni bilo. Težko je ustvariti ustrezen model za 
izvajanje in vitro testov sproščanja, ki bodo dobro posnemali pogoje v obzobnem žepu in 
katerega rezultati bodo dajali dobro in vivo-in vitro korelacijo. Z eksperimentalnimi pogoji, 
kot so majhen volumen testne celice, majhen pretok medija za sproščanje ter vzdrževanje 
temperature vodne kopeli na 37° C, smo se z uporabo mikropretočne naprave dobro 
približali fiziološkim pogojem v obzobnem žepu. Mikropretočna naprava, ki smo jo 
uporabili v raziskovalnem delu, se je torej izkazala kot dober potencial, vendar bi jo bilo - 
z namenom še boljšega posnemanja pogojev obzobnega žepa - potrebno izpopolniti ter 
vanjo morebiti vključiti dodatne elemente. Lahko bi se na primer lotili izdelave umetne 
gingivalne tekočine, ki bi jo uporabili kot medij za sproščanje. Prepričana sem, da sta 
nadaljnji razvoj in optimizacija vsekakor smiselna, zato verjamem, da se bodo raziskave v 
tej smeri še nadaljevale. 




Za namen preizkusa sproščanja smo uporabili z elektrostatskim sukanjem izdelana 
nanovlakna iz polietilenoksida in hitosana, v katera sta bila vgrajena različna deleža 
ciprofloksacina, in sicer 20 % in 30 % (m/m). Poleg nanovlaken smo v raziskavo vključili 
tudi komercialno dostopni dostavni sistem za lokalno zdravljenje parodontalne bolezni – 
PerioChip. Glavni izsledki naše raziskave so: 
 Pri proučevanju sproščanja ciprofloksacina iz nanovlaken pri pH 7,4, vrednotenim 
z mikropretočno napravo, smo ugotovili, da se je zdravilna učinkovina v primeru 
večje vgradnje (30 %) sproščala počasneje, kar kaže na učinkovitejše podaljšano 
sproščanje kot v primeru nanovlaken z nižjim (20 %) deležem vgrajenega 
ciprofloksacina. Posledično menimo, da so za lokalno zdravljenje parodontalne 
bolezni primernejša nanovlakna s 30 % ciprofloksacinom.  
 Večji delež protimikrobne učinkovine v amorfni obliki so vsebovala nanovlakna z 
20 % ciprofloksacina, zato se je iz njih velika večina zdravilne učinkovine sprostila 
v prvih sedmih dneh, medtem ko je bila koncentracija ciprofloksacina pri 
nanovlaknih s 30 % ciprofloksacina po desetih dneh še vedno visoka. V nadaljnjih 
raziskavah bi lahko z uporabo mikropretočne naprave proučili sproščanje 
ciprofloksacina iz nanovlaken, v katera bi bil ciprofloksacin vgrajen v kristalni 
obliki ter tako natančno proučili vpliv kristalne oblike zdravilne učinkovine na 
njeno sproščanje. 
 Pri primerjavi sproščanja ciprofloksacina v medijih s pH 1 in pH 7,4 smo ugotovili, 
da se je v primeru uporabe medija s pH 1 sprostilo več zdravilne učinkovine oz. se 
je le-ta sprostila bistveno hitreje, kot v primeru uporabe medija s pH 7,4. Pri nižji 
pH vrednosti medija je poleg večje topnosti ciprofloksacina večja tudi topnost 
hitosana, ki skupaj s polietilenoksidom gradi ogrodje nanovlaken.  
 Ugotovili smo, da pride v primeru nanovlaken do večjega in hitrejšega začetnega 
porasta koncentracije zdravilne učinkovine v primerjavi s sproščanjem učinkovine 




 Rezultati kažejo, da PerioChip in nanovlakna s 30 % ciprofloksacina vzdržujejo 
podobno koncentracijo zdravilne učinkovine skozi daljše časovno obdobje, kar je 
značilno za oblike s podaljšanim sproščanjem.  
 Če bi se s profilom sproščanja učinkovine iz nanovlaken želeli približati profilu 
sproščanja učinkovine iz PerioChipa, bi morali njihovo sestavo prirediti. Za 
izdelavo nanovlaken bi lahko izbrali težje vodotopen polimer ali pa bi poskusili z 
izdelavo večslojnih nanovlaken, iz katerih bi se zdravilna učinkovina sproščala 
počasneje.  
 V primerjavi z literaturnimi in vivo podatki so bile in vitro koncentracije 
sproščenega klorheksidina približno desetkrat manjše. Prav tako in vitro nismo 
dobili dveh vrhov oz. porastov koncentracije, kot so jih zaznali v in vivo poskusu. 
Med našimi in vitro rezultati sproščanja klorheksidina iz PerioChipa in 
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Priloga I: Rok uporabnosti zdravila je potekel januarja 2019, eksperimentalni del naloge 
pa smo izvajali poleti 2019, kar bi lahko vplivalo na rezultate sproščanja zdravilne 
učinkovine. 
 
 
 
